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EFFECT OF SUPPLEMENTING MEDICAGO SATIVA (ALFALFA) ON SOME PARAMETERS OF
BOVINE MILK
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RESUMEN
El objetivo de este trabajo fue determinar si la suplementación con alfalfa en vacas en
producción podría generar un efecto antioxidante y modificar la composición de los áci-
dos grasos de la leche. Se utilizaron 19 vacas distribuidas en un grupo tratado (suplemen-
tado con alfalfa; n=11) y un grupo control (n=8). Se determinó el nivel de oxidación de la
grasa de la leche (prueba de jabón de cobre), la calidad composicional y la presencia de
ácidos grasos (cromatografía de gases) en la leche. La grasa de la leche de los animales
suplementados mostró mayor estabilidad y menor oxidación respecto al grupo control,
mostrando un efecto antioxidante, aun en aquella leche que se mantuvo 14 días a tempe-
ratura ambiente. Asimismo, hubo aumento de ácidos grasos poliinsaturados y disminu-
ción de los saturados, y aumento del porcentaje de grasa total de la leche. Se concluye que
la suplementación con alfalfa da mayor estabilidad a la grasa de la leche por su efecto
antioxidante y mejora la proporción de ácidos grasos poliinsaturados con disminución de
los saturados, lo cual podría ser más benéfico para la salud del consumidor.
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ABSTRACT
The aim of this study was to determine whether alfalfa supplementation in milking
cows could generate an antioxidant effect and modify the composition of milk fatty acids.
Nineteen cows were distributed in a treated group (supplemented with alfalfa; n=11) and
a control group (n=8). The level of oxidation of milk fat (copper soap test), compositional
quality and the presence of fatty acids (gas chromatography) in milk were determined. The
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milk fat of supplemented animals showed greater stability and less oxidation compared to
the control group, showing an antioxidant effect even in milk kept during 14 days at room
temperature. There was an increase of polyunsaturated fatty acids and a decrease of the
saturated ones, and the percentage of total milk fat increased. It is concluded that alfalfa
supplementation gives greater stability to milk fat due to its antioxidant effect, without
affecting the reproductive performance of cows and improves the proportion of
polyunsaturated fatty acids with a decrease of saturated ones, which would be more
beneficial to consumer health.
Key words: fat; oxidation; lucerne; flavonoids
INTRODUCCIÓN
Medicago sativa (lucerna o alfalfa), es
una leguminosa perenne de la familia
Febaceae (Benzada, 2010), ampliamente uti-
lizada en nutrición animal como fuente de
proteína. Las nuevas tendencias que buscan
no solo alimentar sino aportar compuestos
para atender la salud humana y animal, así
como producir alimentos de origen animal
enriquecidos, han resaltado el uso de alfalfa
por la presencia de metabolitos secundarios,
como los flavonoides (Gohlke et al., 2013).
Estos compuestos polifenólicos, con una es-
tructura común a todos, el glucósido benzo-
γ-pirano (Cartaya y Reynaldo, 2001), son re-
conocidos como metabolitos antioxidantes y
captadores de radicales libres (Rana et al.,
2010).
Los flavonoides de algunas legumino-
sas, incluyendo la alfalfa, también tienen efec-
to xenoestrogénico, utilizado con intenciones
terapéuticas, pero también identificados como
inductores de infertilidad en animales
(Benzada, 2010; Al-Dosari, 2012). Las prin-
cipales isoflavonas son genisteína daidzeina
y glicetina (Trinácty et al., 2009) unidas a
carbohidratos, que se encuentran en la alfal-
fa y otras leguminosas (Woclawek-Potocka
et al., 2013). Una vez que las isoflavonas son
consumidas por los rumiantes, las bacterias
ruminales hidrolizan el enlace carboxílico de-
jándolas como agliconas; luego la daidzeina
es convertida a equol, el cual tiene una capa-
cidad estrogénica alta, y la genisteína a p-
etil-fenol. El rumen requiere cerca de 10 días
para adaptarse a esos cambios y estabilizar
el metabolismo de las isoflavonas. Las
agliconas son absorbidas en el rumen y
biotransformadas por glucuronidación y
sulfatiación en el hígado, para luego pasar a
circulación general, donde pueden encontrarse
en altas concentraciones en la sangre
(Woclawek-Potocka et al, 2005; Piotrowoska
et al., 2006), aunque su tiempo de vida media
es corto. Finalmente, los compuestos son eli-
minados en forma activa por la orina y la le-
che (Setchell et al., 2003; Trinácty et al.,
2009).
Con base en diferentes estudios, donde
destacan los de Antignac et al. (2004),
Hoikkala et al. (2007) y Steinshamn et al.
(2008), se afirma que las isoflavonas y sus
metabolitos (principalemente el equol), se
encuentran en altas concentraciones en la
leche de vacas suplementadas con legumi-
nosas como tréboles, soya, alfalfa. Trinácty
et al. (2009) y Kilic y Lindsay (2005) repor-
tan altas concentraciones de daidzeina y equol
en leche de vacas y cabras suplementadas
con soya. Con lo anterior, se presume que la
presencia de isoflavonas y sus metabolitos
activos en la leche pueden constituir una fuen-
te de antioxidantes para las personas y que la
inclusión de flavonoides en la dieta sería el
factor determinante de su presencia en la le-
che (De Feo et al., 2006).
El objetivo del trabajo fue evaluar la
acción antioxidante de Medicago sativa en
la leche de vacas suplementadas con alfalfa,
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evaluando la calidad composicional de la le-
che, el proceso de rancidez y la presencia de
ácidos grasos en la grasa.
MATERIALES Y MÉTODOS
Lugar y Animales de Estudio
Los animales del estudio eran parte de
la Granja Experimental Tungüavita de la Uni-
versidad Pedagógica y Tecnológica de Co-
lombia (UPTC), ubicada en el municipio de
Paipa, Boyacá (Colombia). Paipa está ubi-
cada en la cordillera oriental colombiana, a
2525 msnm, con 13 °C de temperatura pro-
medio y 738 mm de precipitación pluvial
anual.
Se seleccionaron 22 hembras en el pri-
mer tercio de lactancia, aparentemente sa-
nas, con antecedentes de normalidad
reproductiva y que hubieran tenido por lo
menos una cría. Los animales incluidos fue-
ron de las razas Holstein, Simmental, Jersey
y cruces de estas razas; se encontraban va-
cunados contra aftosa y brucelosis y esta-
ban desparasitados. Se dividieron al azar en
un grupo tratado y uno control, cada uno con
11 animales; no obstante, la granja vendió tres
vacas del grupo control durante el estudio.
Los animales se mantuvieron al pasto-
reo sobre pasto kikuyo (Pennisetum
clandestinum), en un sistema de rotación de
potreros y con dos ordeños al día, donde re-
cibían suplemento concentrado según sus ni-
veles productivos. El manejo, lugar de man-
tenimiento y condiciones generales fueron
iguales para todas. Las hembras suplemen-
tadas recibieron harina de alfalfa comercial
durante cada ordeño, en cantidad equivalen-
te a su peso vivo y producción de leche, sien-
do entre 3 y 4 kg por animal. La harina de
alfalfa se suministró mezclada con el con-
centrado durante cuatro meses, además de
un mes como periodo de acostumbramiento.
Valoraciones y Procedimientos
Las variables dependientes fueron oxi-
dación de la grasa de la leche usando la prue-
ba de jabón de cobre, composición de la le-
che y cuantificación de ácidos grasos.
Al cumplirse los cuatro meses de
suplementación, se tomaron tres muestras de
leche por animal. La primera (10 ml) se en-
vió refrigerada al laboratorio Mol Labs-
Quimiométricas para la cuantificación de áci-
dos grasos (AG) mediante cromatografía de
gases, usando como blanco BHT una co-
lumna Rtx- 2330 60 m, 0.32 mm ID, 0.2 µm,
el programa 100 ºC/2 min, 250 ºC/11 min
(21 ºC/min), Split inicial: 25, Split 3 min: 2 y
volumen de inyección 1 µl. El equipo usado
fue un cromatógrafo de gases Varian 3900,
con detector de ionización de llama. La se-
gunda muestra (10 ml) se envió refrigerada
al Laboratorio de Nutrición Animal, UPTC,
para evaluar la calidad composicional
(Lactoscam), valoración realizada el mismo
día que se tomó la muestra, la cual se colectó
después del ordeño de cada animal y poste-
rior a su homogenización. La tercera mues-
tra (9 ml) fue dividida en tres viales y se uti-
lizó para la determinación del efecto
antioxidante de los flavonoides en la leche,
mediante la cuantificación de ácidos grasos
libres, utilizando la prueba de solvente de ja-
bón de cobre modificada (Shipe et al., 1980)
en el Laboratorio de Nutrición Animal, UPTC.
Para esta última prueba se utilizó el
método de extracción de jabón de cobre mo-
dificado para medir ácidos grasos de la le-
che, según Shipe et al. (1980). La técnica se
basa en la medición del ácido palmítico libre
mediante espectrofotometría, cuya concen-
tración es directamente proporcional al gra-
do de oxidación de la grasa de la leche. La
primera muestra se analizó en el momento
que llegó al laboratorio, en tanto la segunda y
tercera muestra se almacenaron a tempera-
tura ambiente para analizarlas a los 7 y 14
días respectivamente, buscando determinar
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la presencia de ácidos grasos libres como
consecuencia del efecto del tiempo sobre la
oxidación de la grasa de la leche.
Análisis Estadístico
La evaluación del efecto antioxidante de
la leche se realizó mediante un análisis de
varianza teniendo en cuenta las variables
tiempo de almacenamiento y tratamiento. La
diferencia estadística entre tratamientos se
determinó con una prueba de diferencia mí-
nima significativa DMS.
Para el análisis de la calidad
composicional de la leche se trabajó con los
promedios de los parámetros evaluados y se
aplicó la prueba «t» para pruebas indepen-
dientes para determinar posibles diferencias.
RESULTADOS
Harina de Alfalfa
La evaluación bromatológica de la hari-
na de alfalfa comercial presentó 96.9% de
materia seca, 8.7% de cenizas, 12.2% de pro-
teína cruda, 41.1% de fibra cruda, 59.3% de
fibra detergente neutra, 48.8% de fibra de-
tergente ácida, 1.4% de grasa y 34.5% de
extracto etéreo. Los animales tomaron entre
5 y 7 días en acostumbrarse a la ración.
Efecto Antioxidante
La concentración de ácido palmítico en
la primera medición (Día 0) fue relativamen-
te similar para el grupo tratado y el grupo
Cuadro 1. Concentración de ácido palmítico (ng/ml) en leche de vacas suplementadas durante 
cuatro meses con harina de alfalfa y en vacas control, donde la leche fue 
almacenada por 0, 7 y 14 días a temperatura ambiente 
 
Grupo tratado Grupo control 
Vaca Día 0 Día 7 Día 14 Vaca Día 0 Día 7 Día 14 
1 0.01 1.84 20.20 1 13.00 71.73 111.7 
2 0.03 3.64 23.80 2 2.74 27.40 55.96 
3 0 0 0 3 0 0.36 36.40 
4 22.00 41.05 60.20 4 9.40 47.38 63.92 
5 0.05 16.50 73.76 5 0.03 16.60 56.07 
6 0 0.09 1.66 6 43.15 63.46 78.07 
7 1.66 2.02 2.14 7 2.27 50.96 94.26 
8 0 0.31 25.60 8 7.60 40.65 74.50 
9 2.20 14.80 45.30     
10 40.00 51.15 60.00     
11 2.20 25.6 43.11     
Total 6.19ª  14.27ª  32.34b Total 9.77ª  39.81b  65.59c 
a,b,c Superíndices diferentes entre valoraciones en el total indican diferencias significativas (p<0.05)
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Cuadro 2. Concentración de ácidos grasos (AG) en leche y grasa de leche de vacas 
suplementadas durante cuatro meses con harina de alfalfa y en vacas control 
 
Ácido graso 
Grupo tratado Grupo control 
g AG/100 
g de grasa 
g AG/100 
g de leche 
g AG/100 
g de grasa 
g AG/100 
g de leche 
Metil hexanoato 1.00 0.03 0.92 0.03 
Metil octanoato (metil caprilato) 0.56 0.02 0.50 0.02 
Metil decanoato (metil caprinato) 1.31 0.05 1.00 0.04 
Metil laurato 1.55 0.06 1.45 0.05 
Metil tridecanoato -- -- 0.05 0 
Metil tetradecanoato (metil miristato) 7.71 0.31 7.36 0.30 
Metil éster del ácido miristotélico 1.66 0.06 1.77 0.07 
Metil pentadecanoato 1.41 0.05 1.61 0.06 
Metil palmitato 27.94 1.13 24.81 1.01 
Metil palmitoleato 1.20 0.04 1.30 0.05 
Metil heptadecanoato 0.88 0.03 2.17 0.08 
Metil éster de ácido cis-10-
heptadecanoido 0.29 0.01 0.58 0.02 
Metil octadecanoato (metil estearato) 9.17 0.47 9.48 0.38 
Metil éster del ácido trans-9-eladínico 3.42 0.14 3.70 0.13 
Metil éster del ácido cis-9-oleico 23.40 0.94 27.33 1.13 
Metil éster del ácido linolelaídico 0.29 0.02 0.25 0.01 
Metil linoleato 2.02 0.08 1.57 0.06 
Metil cis-11 eicosanotato 1.54 0.06 0.24 0.01 
Metil lignocerato -- -- 0.42 0.01 
  
 
Cuadro 3. Calidad composicional de la 
leche de vacas de vacas suplementadas 
durante cuatro meses con harina de alfalfa 
y en vacas control  
 
 Tratadas Control 
Grasa (%) 3.34 3.05 
Densidad 24.82 25.9 
Sólidos totales (%) 12.2 12.75 
Proteína (%) 2.61 2.86 
Lactosa (%) 4.12 4.11 
pH 6.4 6.5 
 
control (6.19 y 9.77 ng/ml, respectivamente),
en tanto que en la tercera medición (Día 14)
las diferencias fueron marcadas (32.34 y
65.59 ng/ml, respectivamente, p<0.05) (Cua-
dro 1). La concentración de ácido palmítico
aumentó con el tiempo en ambos grupos,
mostrando el proceso oxidativo de la grasa;
sin embargo, dicho proceso fue más rápido
en los animales no tratados.
Presencia de Ácidos Grasos
De los AG evaluados, palmitato, metil
linoleato, metil tetradecanoato, metil-
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decanoato, metil laurato, metil hexanoato,
metil octanoato, metil éster del ácido
linolelaídico y metil cis-11 eicosanotato tuvie-
ron mayor concentración en grasa de la le-
che de los animales tratados (p<0.05). Asi-
mismo, metil éster del ácido cis-9-oleico, metil
heptadecanoato, metilpentadecanoato, metil
palmitoleato, metilocatadecanoato, metil éster
del ácido cis-9-oleico, metil éster del ácido
trans-9-eladínico, metil éster de ácido Cis-10-
heptadecanoido y metil éster del ácido
miristotélico se encontraron en menor con-
centración en la grasa de la leche de las va-
cas tratadas, teniendo una diferencia signifi-
cativa (p<0.05) (Cuadro 2).
Calidad Composicional de la Leche
El porcentaje de grasa fue ligeramente
superior en la leche de vacas suplementadas
en comparación con la leche de las vacas
control, aunque esta diferencia no fue signifi-
cativa. Por otro lado, los porcentajes de pro-
teína y sólidos totales y la densidad de la le-
che fueron ligeramente superiores en la le-
che de las vacas control, pero estas diferen-
cias no fueron significativas, lo que sugiere
que la suplementación con alfalfa no influyó
en las características de la leche (Cuadro 3).
DISCUSIÓN
La oxidación de la grasa de la leche fue
menor en la leche de las vacas suplementa-
das, incluso a los 14 días de haberla obtenido
y dejándola a temperatura ambiente. La ca-
pacidad de las isoflavonas de evitar o preve-
nir la oxidación de la grasa de los alimentos
fue reportada por Moreno et al. (2007), quie-
nes mediante pruebas in vitro (valor índice
de peróxidos) demostraron la acción
antioxidante de isoflavonas obtenidas de
Citrus paradisi (pomelo, toronja) frente a
aceites de soja.
En los grupos, tratado y control de este
estudio, se pudo evidenciar que la concentra-
ción de ácido palmítico, interpretada como
indicador del proceso de oxidación de la gra-
sa de la leche, fue similar el día cero, lo que
significa que las muestras llegaron al labora-
torio con un grado de oxidación bajo, por el
poco tiempo que había transcurrido entre la
toma y la valoración. Cuando la leche se
mantuvo a temperatura ambiente, se obser-
vó que para los días 7 y 14, la grasa de la
leche fue sufriendo proceso oxidativo, refle-
jado en el aumento progresivo de la concen-
tración del ácido palmítico libre, que fue muy
marcada para el grupo control en el día 14,
día donde se encontró diferencia significati-
va con el grupo tratado. Comparando los re-
sultados de la prueba en ambos grupos, se
infiere que la suplementación con alfalfa ge-
neró un efecto antioxidante de la grasa de la
leche, toda vez que la liberación de ácido
palmítico fue menor a lo observado en el gru-
po control.
Los AG presentes en la leche, ante las
condiciones de manipulación y transporte en
temperaturas relativamente altas, propias de
los países tropicales, son convertidos por pro-
cesos no enzimáticos en AG libres (AGL),
que luego son transformados en AG satura-
dos (AGS). Estos pueden sufrir
enranciamiento u oxidación, procesos causan-
tes de la descomposición no bacteriana de la
leche (Páez et al., 2006). La oxidación de las
cadenas de ácidos grasos de la grasa de la
leche conduce a alteraciones químicas de sus
compuestos y a sabores y olores desagrada-
bles; en el proceso se forman radicales libres
que reaccionan con el oxígeno, formando
hidroperóxidos que por ser inestables propa-
gan la reacción oxidativa (Martínez-
Monteagudo et al, 2012). La oxidación de la
grasa láctea requiere, como paso previo, la
hidrólisis de los triglicéridos constituyentes y
la liberación de los ácidos grasos, por acción
de las lipasas, enzimas presentes y activas
en leche, con el consiguiente descenso del
pH, lo que podría relacionar las variaciones
del pH y el estrés oxidativo de la leche (Mi-
randa et al., 2011).
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Las diferencias encontradas en AG en
la leche de los dos grupos de vacas no gene-
raron un cambio marcado en la composición
de los AG, toda vez que ello depende de la
dieta y fisiología propias de la especie. En
este estudio se encontró mayor concentra-
ción de los AG saturados y menor proporción
de los insaturados, en concentraciones que
varían de un AG a otro, en concordancia con
la fisiología digestiva y de la glándula mamaria.
La leche bovina contiene 70-75% de AGS
(laúrico, mirístico y palmítico), 20-25% de AG
insaturados y tan solo 5% de AG
poliinsaturados, AGPI (linoleico), donde los
primeros se asocian con problemas de
hipercolesterolemia y alteraciones cardiacas
en animales y humanos y los segundos son
hipolipemiantes (Castro et al., 2014; Samková
et al., 2014). En este estudio se encontraron
diferencias entre unos y otros. Metil
octanoato (metil caprilato) estuvo en concen-
tración de 0.56% en vacas que recibieron al-
falfa y 0.5% en aquellas que no la recibieron,
valores por debajo de lo reportado por García
et al. (2014) quienes indican un valor de
2.5%. Situación similar se observa con el metil
decanoato (metil caprinato) que el mismo
autor reporta en concentración de 3.8% para
la leche de vaca; sin embargo, la concentra-
ción del metil tetradecanoato (metil miristato)
estuvo más alta en el presente trabajo. Por
otro lado, el metilpalmitato mostró un com-
portamiento similar a lo que indica la literatu-
ra (25%), ya que estuvo en concentración de
27.9% (suplementadas) y 24.81% (no suple-
mentadas). Las diferencias encontradas se
indica que corresponden a diferencias
metabólicas ruminales asociadas con los di-
ferentes tipos de dietas (García et al., 2014).
En ambos grupos de este estudio se pudo
evidenciar que la concentración de ácido
palmítico, interpretada como indicador del
proceso de oxidación de la grasa de la leche,
fue similar el día cero, lo que significa que las
muestras llegaron al laboratorio con un grado
de oxidación bajo por el poco tiempo que ha-
bía transcurrido entre la toma y la valoración.
Cuando la leche se mantuvo a temperatura
ambiente, se observó que para los días 7 y 14
la grasa de la leche fue sufriendo proceso
oxidativo, reflejado en el aumento en la con-
centración del ácido palmítico libre que fue
muy marcada para el grupo control en el día
14 en el que se encontró diferencia
estadísticamente significativa con el grupo
tratado
La calidad de la leche de los animales
de estudio estuvo dentro de los parámetros
indicados para el país para leche cruda (MPS,
2006). No obstante, se esperaba un aumento
en el porcentaje de proteínas, tal como lo re-
porta la literatura cuando se administra alfal-
fa (Doreau et al, 2014; Zyl et al., 2014). En
forma similar, se esperaba un incremento en
la grasa de la leche (Doreau et al., 2014;
Samková et al., 2014; Zyl et al., 2014), así
como aumento de los ácidos grasos
monoinsaturados y disminución de los satu-
rados (Doreau et al., 2014).
CONCLUSIONES
 Las isoflavonas y sus metabolitos acti-
vos eliminados en la leche de vacas su-
plementadas con alfalfa pueden generar
efecto antioxidante, capaz de retardar la
oxidación de la grasa de la leche, pro-
longando su tiempo de vida útil.
 La adición de alfalfa en la ración diaria
de vacas en producción influyó positiva-
mente en la concentración de grasa de
la leche, aumentando los AG
poliinsaturados y disminuyendo los satu-
rados.
 La suplementación con alfalfa no gene-
ró cambios marcados en la calidad
composicional de la leche.
 La presencia de isoflavonas en la leche
de vacas suplementadas con alfalfa y la
modificación de los ácidos grasos pre-
sentes, puede significar al productor la
obtención de un producto enriquecido,
que fuera de los nutrientes propios de la
leche, aporta al consumidor sustancias
antioxidantes benéficas para la salud y
ácidos grasos benéficos, sin afectar la
salud del animal.
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